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Določanje velikosti lipidnih veziklov pripravljenih z ekstruzijo 
Povzetek:  
Študije veziklov so pomembne za boljše razumevanje delovanja organizmov, saj imajo 
vezikli številne pomembne naloge. Med drugim skrbijo za medcelično komunikacijo in 
transport snovi. Vezikli so sestavljeni iz lipidnega dvosloja, v katerem je navadno ujeta 
tekočina skupaj z makromolekulami kot so proteini in RNA. V zadnjih letih se 
znanstveniki veliko ukvarjajo s pripravo umetnih veziklov ali liposomov, ki jih lahko 
izkoriščamo za različne namene. Ena od tehnik priprave velikih umetnih veziklov, 
zgrajenih iz enega lipidnega dvosloja, je ekstruzija. V diplomskem delu smo se posvetili 
veziklom iz treh različnih lipidov: iz jajčnega lecitina, lipida 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamin ter mešanice lipidov 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin  
in 1,2-di-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin. S pomočjo ekstruzije smo pripravili 
vezikle različnih velikosti lipida 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin.  
Velikost veziklov smo določali z metodo dinamičnega sipanja svetlobe, kjer po Stokes-
Einsteinovi enačbi preko izmerjenega translacijskega difuzijskega koeficienta 
izračunamo hidrodinamski radij delcev. Po prvi ekstruziji so bile vse izmerjene velikosti 
radijev delcev občutno prevelike, kar smo pripisali nečistočam v ekstrudorju. Ostanek 
jajčnega lecitina smo zato ponovno ekstrudirali z drugim ekstrudorjem in dobili vezikle 
željene velikosti, kljub temu pa se pri ponovnih ekstruzijah lipida 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfatidiletanolamin velikosti delcev niso skladale z velikostjo por uporabljenega filtra 
za ekstruzijo. Po ponovni ekstruziji že ekstrudiranih vzorcev se je namreč vzpostavila 
približno enaka velikost hidrodinamskega radija ne glede na uporabljen filter. 
 
 
 
 
 
Ključne besede: vezikli, ekstruzija, dinamično sipanje svetlobe 
  
English title: Measuring the size of the lipid vesicles made with extrusion 
Abstract 
Studies of vesicles are important to better understand  the functioning of living organisms, 
as they have a wide range of important roles like cell-cell communication and transport 
of substances. They are composed of a phospholipid bilayer consisted of water and 
macromolecules like proteins and RNA. Lately scientists have been working on 
preparation of artificial vesicles or liposomes which can be used for many different 
purposes. One of the techniques to prepare large vesicles formed from one lipid bilayer 
is the extrusion technique. We used extrusion for liposomes preparation with the aim of 
synthesizing vesicles of different sizes, composed of three different phospholipid 
bilayers. For the structure of phospholipid bilayers, we used  natural or synthetic 
surfactants which reduce the surface tension. We made vesicles from egg lecithin, 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine lipid, and a mixture of the 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
lipids. 
We measured the size of vesicles via dynamic light scattering and thus we were able to 
calculate the hydrodynamic radius of the particles with the help of measured translation 
diffusion coefficient (using the Stokes-Einstein equation). According to the first 
extrusion, all the measured sizes of the particles were too large, presumably due to the 
impurities in the extruder. We have repeated extrusion with the egg lecithin residues using 
another cleaner extruder. The vesicles were of the right size. However, with repeated 
extrusions of 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine lipid, sizes of vesicles did 
not agree with the pore size of filters that were used for the extrusion. After another 
extrusion of samples that had  already been extruded,  the hydrodynamic radius of vesicles 
wase almost the same, irrespective of the filter used. 
 
 
 
 
Keywords: vesicles, extrusion, dynamic light scattering  
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Seznam uporabljenih kratic 
 
DLS  Dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DOPE  1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin  
DPPC  1,2-di-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
GMV  orjaški multilamelarni vezikli (angl. giant multilamellar vesicles) 
LMV  veliki multilamelarni vezikli (angl. large multilamellar vesicles) 
LUV  veliki unilamelarni vezikli (angl. large unilamellar vesicles) 
mRNA informacijska RNA 
miRNA mikro RNA 
NTA  analiza nanodelcev s sledenjem (angl. nanoparticle tracking analysis) 
PBS  Slana fosfatna puferska raztopina 
PC  fosfatidil holin 
PE  fosfatidil etanol amin 
SLS  statično sipanje svetlobe (angl. static light scattering) 
SNARE fuzijski proteini membranskega kompleksa 
SUV  majhni unilamelarni vezikli (angl. small unilamellar vesicles) 
TRPS  (angl. tunable-resistive pulse sensing) 
 
Seznam uporabljenih simbolov  
 
𝑫   translacijska difuzijska koeficient (angl. translation diffusion coefficient) 
𝒌𝑩  Boltzmannova konstanta (angl. Boltzmann constant) 
q sipalni vektor (angl. scattering wave vector) 
𝑹𝒉   hidrodinamski radij delcev (angl. hydrodynamic radius)
  
t čas (angl. time) 
T   temperatura  (angl. temperature) 
λ valovna dolžina (angl. wavelength) 
µ   viskoznost medija (angl. viscosity)
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Uvod 
Vezikli predstavljajo pomemben del delovanja organizma, zaradi česar so osrednji del 
številnih študij. So biomarkerji številnih bolezni, kot so bolezni srca in ožilja, pomembno 
vlogo pa imajo tudi kot biomarkerji tumorskih celic. Dolga leta so znanstveniki želeli 
ugotoviti delovanje in funkcije fosfolipidnih membran, pri čemer so preučevali samo 
membrane v celicah oziroma v virusih, zanemarili pa so veliko bolj primitivne 
fosfolipidne vezikle [1]. Ti so ena najpreprostejših bioloških struktur, ki jih lahko 
enostavno sintetiziramo, kar predstavlja pomemben korak k razumevanju delovanja 
celice in s tem organizma. Leta 1965 so prvič opisali umetne vezikle. Pokazali so, da 
fosfolipidi ob hidraciji spontano tvorijo zaprto strukturo [2]. Leta 1970 so jih prvič 
uporabili za prenos zdravil. Umetne vezikle danes uporabljamo kot sistem za dostavo 
zdravil, genov in cepiv celicam v telesu. Za preučevanje se jih ne uporablja le v medicini 
in biokemiji, temveč tudi v matematiki, fiziki, kemiji in v koloidnih znanostih [3–5]. 
Vezikli in njihova zgradba 
Vezikli so majhne celične ali zunajcelične strukture okrogle oblike, ki jih obdaja tanka 
membrana. Membrana je sestavljena iz lipidnega dvosloja, v notranjosti pa se lahko 
nahajajo različne tekočine ali plini. Plinski vezikli so namenjeni vertikalnemu gibanju 
mikroorganizmov. V bioloških sistemih imajo vezikli številne pomembne naloge, ki so 
ključne za normalno delovanje organizma. Glede na različne naloge vezikle delimo v 6 
skupin (tabela 1) [6, 7].  
Notranjost veziklov poleg tekočin ali plinov sestavljajo še številne druge molekule, 
odvisno od funkcije vezikla. Pomemben del predstavljajo encimi. Lizosomi za svoje 
delovanje na primer nujno potrebujejo hidrolitične encime (glikozidaze, proteaze, lipaze, 
nukleaze, fosfolipaze, fosfataze in sulfataze) za razgradnjo makromolekul. Zunajcelični 
vezikli vsebujejo transkripte, vključno z mRNA in miRNA, ter so pomembni mediatorji 
medcelične komunikacije [8]. 
V lipidnem dvosloju se med fosfolipidi nahajajo tudi različni membranski proteini. 
Družina proteinov SNARE je ena izmed bolj raziskanih predstavnic membranskih 
fuzijskih proteinov [9].  
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Tabela 1: Vrste veziklov glede na njihovo nalogo. 
VRSTA VEZIKLA NALOGA 
Zunajcelični vezikli Medcelična komunikacija 
Homeostaza imunskega sistema 
Vakuola Zadrževanje večje količine vode, hranil in odpadnih snovi 
Ohranjanje hidrostatskega tlaka  
Lizosom Razgradnja makromolekul 
Uničenje antigenov 
Apoptoza 
Transportni vezikli Prenos snovi po celici 
Sekretorni vezikli Izločanje nepotrebnih snovi iz celice 
Peroksisomi Razgradnja toksičnih substanc 
 
Zgradba umetnih veziklov 
Umetne vezikle ali liposome lahko obdaja en fosfolipidni dvosloj (unilamelarni vezikli), 
lahko pa jih je tudi več (multilamelarni vezikli). Uporabimo lahko bolj rigidne in s tem 
manj prepustne lipide, kot so nasičeni fosfolipidi z dolgimi acilnimi verigami (1,2-di-
palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin) ali manj stabilne in s tem bolj prepustne lipide, kot 
so nenasičeni fosfatidilholinski lipidi iz naravnih virov (jajčni ali sojin fosfatidilholin). 
Za sintezo umetnih veziklov uporabljamo amfifilne snovi – surfaktante. Amfifili so 
sintetične ali naravne molekule z dvojno naravo, ki je osnova za samozdruževanje v 
različne strukture kot so micele, vezikli, nanocevke in nanovlakna [10]. Zgrajeni so iz 
hidrofilnega (glava) in lipofilnega (rep) dela. Surfaktanti (ali angleško surface active 
agents) so spojine, ki znižujejo površinsko napetost med dvema tekočinama. Poznamo 
ionske (anionski, kationski in mešani katanionski sistemi), neionske ter amfoterične 
surfaktante. Amfoterični surfaktanti so tako kot aminokisline ioni dvojčki, saj so lahko 
hkrati pozitivno in negativno nabiti – odvisno od pH vrednosti medija. Med amfoterične 
surfaktante uvrščamo tudi jajčni lecitin, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin 
(DOPE) in 1,2-di-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin (DPPC) [11]. 
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Jajčni lecitin 
Leta 1847 je znanstvenik Theodore Gobley iz jajčnega rumenjaka izoliral lecitin [12]. 
Lecitin je surfaktant, ki se nahaja ne samo v jajčnem rumenjaku, temveč tudi v soji, 
žitaricah in v živalskem tkivu. Sestavljen je iz fosfatidilholina (PC) in 
fosfatidiletanolamina (PE). Prav zaradi vsebnosti fosfatidil holina lecitin uporabljajo v 
prehrambeni in farmacevtski industriji [13]. 
43,8 % jajčnega rumenjaka predstavlja netekoči del, v katerem je 34,3 % proteinov, 55,8 
% lipidov in 3,6 % ogljikovih hidratov. 80,5 % jajčnega lecitina predstavlja PC (slika 1), 
11,7 % pa PE (slika 2). Jajčni lecitin pridobivajo z ekstrakcijo praška jajčnega rumenjaka, 
ki ga raztopijo v etanolu, nato pa ekstrahirajo v metanolu. Metanolni ekstrakt združijo s 
kloroformom in deionizirano vodo. Faza s kloroformom vsebuje koncentrirane topne 
lipide. Slika 3 prikazuje ekstrahiran jajčni lecitin, ki spada v skupino fosfoetanol aminov 
[14]. 
 
Slika 1: Strukturna formula fosfatidilholina (PC). 
 
  
Slika 2: Strukturna formula fosfatidiletanolamina (PE). R1 in R2 označujeta ostanke 
maščobnih kislin. 
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Slika 3: Strukturna formula jajčnega lecitina. 
DOPE 
DOPE spada med fosfatidil etanol amine (PE), ki v celicah predstavljajo 25 % vseh 
fosfolipidov. Nahajajo se predvsem v možganih in živčnih tkivih. Temperatura faznega 
prehoda, včasih imenovana tudi temperatura tališča (Tm; indeks 'm' za melting 
temperature), je temperatura, nad katero je lipid v tekočem stanju, verige pa so gibljive. 
Za DOPE je Tm pri -16 ºC; pod to temperaturo je DOPE v trdnem, urejenem stanju. Razlog 
za nizko Tm sta nenasičeni lipofilni verigi, ki skupaj vsebujeta 2 dvojni vezi (Slika 4) [15]. 
Zaradi tega je zlaganje verig v trdnem stanju manj ugodno in lipid se stali (preide v tekoče 
stanje) pri nižji temperaturi. 
 
Slika 4: Strukturna formula lipida DOPE.  
DPPC 
DPPC (slika 5) je lecitin, ki ima polarno glavo enako kot fosfatidilholin. Strukturno je 
podoben lipidu DOPE, vendar ima za razliko od njega nasičen rep – ogljikovodikovo 
verigo, ki ne vsebuje dvojnih vezi. Zaradi te lastnosti je Tm občutno višja, in sicer kar 41 
ºC. Ker so pod Tm verige negibljive, se temperaturo faznega prehoda za preučevanje 
lipidov pri sobni temperaturi skuša znižati [15]. To naredimo tako, da pripravimo 
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ustrezno mešanico lipida z visoko Tm in z nizko Tm.
 
Slika 5: Strukturna formula DPPC lipida. 
Priprava umetnih veziklov 
Vezikle lahko pripravljamo na več različnih načinov – odvisno od vrste vezikla, ki ga 
želimo pripraviti. Za pripravo veziklov, ki so zgrajeni iz več lipidnih dvoslojev – 
multilamelarnih veziklov (LMV ali large multilamelar vesicles), lahko uporabimo 
tehniko liofilizacije oziroma sušenja z zmrzovanjem. Pri tej tehniki odstranimo vodo, ne 
da bi pri tem poškodovali strukturo lipidov. Pomembna koraka pri liofilizaciji sta 
zamrzovanje raztopine, ki vsebuje cikloheksan, in nato hitra postavitev raztopine v 
visokotlačni sistem. Multilamelarni vezikli so veliki od 1 do 5 µm. Za pripravo velikih 
veziklov, ki vsebujejo le en lipidni dvosloj – unilamelarnih veziklov (LUV ali large 
unilamelar vesicles), pa obstaja več tehnik. Pri ekstruziji so začetni koraki različni. 
Lahko si pomagamo z liofilizacijo, izhlapevanjem ali tehniko zamrzovanja in odtajevanja. 
LUV lahko pripravimo tudi z dializo  surfaktanta, kjer  s surfaktantom povečamo topnost 
lipida v pufru, nato pa ga z dializo odstranimo, pri čemer liposomi ostanejo v dializnem 
črevesu. Eden izmed načinov za pripravo LUV je tudi injiciranje etanola. Etanol v 
raztopino z lipidi injiciramo v vodno fazo s pufrom in zmešamo z visoko hitrostjo [16].  
Lahko pa jih pripravimo tudi s fuzijo majhnih unilamelarnih veziklov (SUV ali small 
unilamelar vesicles). SUV so veliki od 20 do 50 nm, vendar meja med velikimi in 
majhnimi unilamelarnimi vezikli ni jasno začrtana. Za nekatere so LUV veliki od 50 do 
100 nm, za druge se pod SUV uvrščajo vsi vezikli, ki so manjši od 100 nm, pod LUV pa 
vsi med 100 in 250 nm [17]. SUV pripravimo s sonikacijo oziroma s pomočjo ultrazvoka. 
Pri tej tehniki naključno fragmentiramo agregate lipidov. Za pripravo orjaških 
multilamelarnih veziklov oziroma veziklov celične velikosti (GUV ali giant unilamelar 
vesicles) se uporabljata ekstuzija in elektroformacija. Pri elektroformaciji z električnim 
generatorjem pod vplivom električnega toka sintetiziramo GUV, z uporabljenim vodnim 
medijem pa nadziramo vsebino fluidne notranjosti vezikla [2,15,18]. 
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Ekstruzija 
Ekstruzija se je v študijah pokazala za najučinkovitejšo in zelo preprosto tehniko za 
pripravo liposomov nano-velikosti. Prav tako so dokazali, da so delci po uporabi 
ekstruzije bolj homogeni kot pri ostalih tehnikah [19]. Tehnika je preprosta in ponovljiva, 
hkrati pa pri pripravi liposomov določene velikosti ne prihaja do razgradnje fosfolipidov. 
Pri ekstruziji suspenzijo liposomov potiskamo skozi 2 membranska filtra s porami 
določene velikosti [20]. Naprava za ekstruzijo se imenuje ekstrudor in vsebuje 2 stekleni 
siringi, s katerima potiskamo suspenzijo skozi membrani. Na končno velikost liposomov 
vplivata velikost por in število ciklov potiskanja suspenzije iz ene siringe v drugo [18]. 
Merjenje velikosti veziklov 
Za merjenje velikosti zunajceličnih veziklov obstaja več različnih metod. Pogosto 
uporabljena tehnika je pretočna citometrija, ki izkorišča principe sipanja svetlobe [21]. 
Uporablja se tudi elektronska mikroskopija, vendar nam ta ne omogoča dobre 
karakterizacije veziklov. Velikost unilamelarnih veziklov lahko določamo z merjenjem 
volumna notranjosti liposoma, v katerem je ujet fluorofor. Tega nato sprostimo iz vezikla 
in zmerimo njegovo koncentracijo [15]. Bolj vsestranska metoda za določanje velikosti 
veziklov pa je dinamično sipanje svetlobe (DLS ali angleško dynamic light scattering). 
Na vzorec, ki vsebuje liposome, posvetimo z laserjem. Glede na obliko, zgradbo ter 
gibanje vezikla prihaja do različnega sipanja svetlobe, na podlagi katerega lahko 
določimo velikost vezikla. Prednost DLS je v tem, da metoda ni invazivna [22], torej ne 
uniči delcev v vzrocu. Nedavno so pokazali, da je DLS uspešna metoda za karakterizacijo 
eksosomov v bioloških vzorcih [23]. Pri analizi nanodelcev s sledenjem (NTA ali 
nanoparticle tracking analysis) lahko sledimo posameznemu liposomu ali pa jih 
naenkrat opazujemo več. Metoda deluje podobno kot DLS [24]. TRPS (ali Tunable 
Resistive Pulse Sensing) je metoda, ki deluje na principu merjenja upornosti nanopore, 
skozi katero prehajajo liposomi. Z velikostjo nanopore določamo merilno območje [25]. 
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Namen dela in hipoteze 
Zaradi pomembne vloge, ki jo imajo umetni vezikli pri preučevanju delovanja človeka in 
pri zdravljenju različnih bolezni, je bil namen diplomske naloge preučiti zgradbo veziklov 
in njihovo pripravo.  
Ker poznamo različne vezikle, zgrajene iz različnih fosfolipidov, je bil namen sintetizirati 
vezikle iz treh različnih lipidov s tehniko ekstruzije in pri tem za vsak lipid pri ekstruziji 
uporabiti 3 filtre z različno velikostjo por, ki naj bi dali različno velikost veziklov. 
Za preučevanje velikosti veziklov obstaja več različnih metod. Namen diplomskega dela 
je bil določiti velikosti dobljenih vezikularnih suspenzij z metodo dinamičnega sipanja 
svetlobe. 
Hipoteze: 
• Velikost vezikla je enaka velikosti por uporabljenega filtra za ekstruzijo. 
• Vezikli v vezikularnih suspenzijah vseh lipidov, ki so šli skozi filter s porami 
enake velikosti, bodo imeli ne glede na različno sestavo enak hidrodinamski radij.  
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Materiali in metode  
Delo smo začeli z izračunom mešanice lipidov za ugodnejšo temperaturo faznega prehoda 
lipida DPPC in z izračuni potrebnih količin posameznih kemikalij. 
Kemikalije, pripomočki ter aparature 
Kemikalije 
→ natrijev klorid (NaCl) – Merck, Nemčija 
→ kalijev klorid (KCl) – Merck, Nemčija 
→ kalijev dihidrogensulfat (KH2PO4) – Merck, Nemčija 
→ dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) – Merck, Nemčija 
→ destilirana voda (ultra čista)– Rephil bioscience Ltd, ZDA 
→ jajčni lecitin 73 % PC, 11 % PE– Sigma Aldrich, ZDA 
→ DPPC 1,2-di-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin (16:0PC) – Avanti Polar 
Lipids, ZDA 
→ DOPE 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin (18:1 PE) – Avanti Polar 
Lipids, ZDA 
→ tekoči dušik  – Messer, Nemčija 
→ kloroform – Acros, ZDA 
→ etanol – Merck, Nemčija 
Pripomočki  
→ brizge– BD, ZDA 
→ filtri – Avanti Polar Lipids, ZDA 
→ igle – TIK, Slovenija 
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→ siringe – Hamilton, ZDA 
→ drugo: steklene kroglice, steklene viale, krioviale, bučke, čaše, steklene epruvete, 
pinceta, mikrofilter za brizge, merilni valj, plastične pipete, čolniček za tehtanje, 
spatula, teflonski trak 
Aparature 
→ tehtnica – Acculab, Nemčija 
→ ekstrudor – Avanti Polar Lipids, ZDA 
→ hladilnik – Liebherr, Nemčija 
→ 3D-DLS-SLS   križno-korelacijski spektrometer za merjenje dinamične in statične 
sipane laserske svetlobe - LS Instruments GmbH, Švica    
→ Stresalnik  – Tehtnica, Slovenija 
→ sušilnik – IOB, Nemčija 
→ vodna črpalka  – Brand, Nemčija 
Metode dela 
Priprava raztopin lipidov 
JAJČNI LECITIN: 
Zatehtali smo 8 mg jajčnega lecitina, ki smo mu s stekleno injekcijo dodali 0,8 mL 
mešanice kloroforma in etanola v razmerju 2:1. Končna koncentracija jajčnega lecitina 
v topilu je bila enaka 10  
𝑚𝑔
𝑚𝐿
. Z mešanjem smo raztopili trdni jajčni lecitin, nato pa 
stekleno vialo zaprli in jo prekrili s teflonskim trakom, s čimer smo preprečili 
izhlapevanje topila. 
DOPE: 
Vsebino lipida, ki je že raztopljen v kloroformu in ima koncentracijo 10  
𝑚𝑔
𝑚𝐿
 , smo prenesli 
iz tovarniško zapakirane ampule v stekleno vialo, ki smo jo zaprli s pokrovčkom in 
prekrili s teflonskim trakom. 
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DPPC + DOPE: 
Zaradi visoke temperature faznega prehoda lipida DPPC (41 ºC) smo to temperaturo 
znižali z uporabo pravila aditivnosti, pri čemer smo kot drugi  lipid uporabili DOPE, ki 
ima temperaturo faznega prehoda pri – 16 ºC. Tm smo izračunali po naslednji enačbi: 
𝑇m = 𝑋DOPE × 𝑇DOPE+ 𝑋DPPC× 𝑇DPPC,      (3) 
 
kjer je Tm temperatura mešanice [ºC], TDOPE oziroma TDPPC je temperatura faznega 
prehoda ustreznega lipida [ºC], XDOPE oziroma XDPPC pa sta masna deleža posameznega 
lipida v mešanici. 
Naredili smo mešanico, kjer smo dodali polovico končnega volumna vsakega od lipidov 
DOPE in DPPC, ki sta bila raztopljena v kloroformu z začetno koncentracijo 10  
𝑚𝑔
𝑚𝐿
. 
Izračunana temperatura faznega prehoda je bila +12,5 ºC [26]. Stekleno vialo z mešanico 
smo zaprli s pokrovčkom in jo oblepili s teflonskim trakom. 
Vse tri raztopine lipidov smo postavili v zmrzovalnik.  
Priprava pufra PBS 
Pripravili smo 250 mL pufra PBS, v katerega smo zatehtali 2 g NaCl, 0,05 g KCl in 
KH2PO4 ter 0,255 g Na2HPO4. Stehtanim količinam smo do oznake 250 ml dodali 3x 
destilirano vodo in jih raztopili s pomočjo magnetnega mešala. Izmerjen pH tako 
pripravljenega pufra je bil 8,88, željeni pa 7,4, zato smo pH pufra uravnali z dodatkom 
HCl. Pripravljen pufer smo čez noč hranili na hladnem. 
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Priprava lipidnih filmov 
3 bučke smo predhodno sprali s 
kloroformom, nato pa v vsako dodali po 
0,5 mL ene izmed raztopin lipidov in 
enako količino topila. S tem smo 
zagotovili, da se je raztopina razporedila 
po celotni površini okroglega dna bučke. 
S pomočjo vodne črpalke smo izsušili 
vodo, nato pa bučke postavili v 
vakuumski sušilnik (slika 6), v katerem se 
na dnu nahaja sušilno sredstvo z 
indikatorjem. Sušilnik smo priklopili na 
vakuumsko črpalko, ki je v sušilniku 
ustvarila podtlak. Bučke smo v sušilniku 
pustili čez noč. 
Hidracija s PBS pufrom 
Pufer PBS smo segreli na sobno temperaturo. Preko noči se je na stenah bučke naredil 
lipidni film, ki smo ga zalili s 5 mL pufra. Lipidne filme smo na tak način hidrirali. V 
lipidni plasti se namreč ob stiku z vodo, ki z difuzijo in hidracijo vdira pod plast, 
hidrofobni lipidi zapirajo, odcepljajo pa se vezikli. Vzorce smo hidrirali 2 dni, naslednji 
korak pa je bil razbijanje membran, s čimer smo želeli dobiti približno enakomerno velike 
vezikle.  
Stresanje, zamrzovanje in odtajevanje  
S steklenimi kroglicami, ki smo jih dali v vzorce in 
nato na stresalnik, smo popraskali lipidne ostanke, 
ki se niso sami odlepili s stene bučke. Suspenzijo 
smo prelili v krioviale. Te smo nato 5x zamrznili v 
tekočem dušiku in jih vsakič s pomočjo tople vode 
odtalili (slika 7). S tem smo razbili velike lipidne 
vezikle.  
 
Slika 6: Vakuumski sušilnik. Na vrhu je 
merilec za tlak, na desni strani pa se nahaja 
naprava za uravnavanje tlaka. 
Slika 7: Odtajanje vzorcev po 
zamrzovanju v tekočem dušiku. 
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Ekstruzija  
Preden smo začeli z delom, smo skrbno očistili delovno površino in vsak del ekstrudorja 
(slika 8) sprali s pufrom, da ne bi po nepotrebnem vnesli prašnih delcev, ki bi motili 
končno analizo velikosti veziklov. Ves čas smo delali pri sobnih temperaturi. V siringo 
smo vnesli 1 mL vzorca in za vsako ekstruzijo uporabili nove membranske filtre, ki smo 
jih namočili v pufru. Prav tako smo po ekstruziji vsakega lipida siringi sprali z vodo in s 
pufrom. Za vsak lipid smo uporabili filtre velikosti 50 nm, 100 nm in 200 nm. Pri 
ekstruziji je izjemno pomembno število pritiskov iz ene siringe v drugo. Število mora biti 
liho, zato da suspenzijo lipidov odvzamemo na čisti strani. Število pritiskov se  giblje 
med 11 in 31. V našem primeru smo vsak vzorec 19-krat potisnili iz ene v drugo siringo. 
Po končani ekstruziji smo vzorec shranili v viali, jo zaprli s pokrovčkom in prelepili s 
teflonskim trakom. 
 
Slika 8: Ekstrudor na stojalu. Ekstrudor ima na vsaki strani eno siringo, med njima 
pa se nahaja teflonska nosilna podpora, v kateri je na vsaki strani po en membranski 
filter. 
Merjenje velikosti veziklov 
Vzorce smo čez noč pustili v hladilniku in naslednji dan izvedli DLS-meritev. Ker so bili 
vzorci motni, smo vsak vzorec še dodatno prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 450 nm, 
preden smo ga vstavili v kiveto in nato v aparaturo 3D-DLS. Redčenje glede na rezultate 
ni bilo potrebno.  
Metode 
Velikost veziklov smo merili z aparaturo 3D-DLS, ki deluje na osnovi dinamičnega 
sipanja laserske svetlobe. Vsako meritev smo pustili teči 5 minut. 
Dinamično sipanje svetlobe (DLS) 
Dinamično sipanje svetlobe (DLS) je eksperimentalna tehnika, s katero karakteriziramo 
raztopino koloidnih delcev različnih velikosti. Nehomogenost v velikosti povzroči 
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spremembe v lomnem količniku, kar vodi do sipanja svetlobe. Pri metodi DLS merimo 
časovno odvisnost intenzitete sipane svetlobe, ki se spreminja zaradi fluktuacij v 
koncentraciji. Te fluktuacije so posledica naključnega Brownovega gibanja delcev. 
Meritev predstavimo v obliki korelacijske funkcije intenzitete (I) sipane svetlobe 
𝑔2(𝑞, 𝜏), kar zapišemo kot  
𝑔2(𝑞, 𝜏) =
〈𝐼(𝑞,0)𝐼(𝑞,𝜏)〉
〈𝐼(𝑞)〉2
.                                                                                       (1)       
I(q,0) je intenziteta sipane svetlobe v času 0, I(q,) pa intenziteta po tako imenovanem 
zakasnitvenem času . Oklepaji  označujejo časovno povprečje količin. Iz 𝑔2(𝑞, 𝜏) lahko 
nato izračunamo tudi korelacijsko funkcijo jakosti električnega polja (E) sipane svetlobe 
(g1(q,τ)): 
𝑔1(𝑞, 𝜏) =
〈𝐸(𝑞,0)𝐸(𝑞,𝜏)〉
〈𝐼(𝑞)〉
,                                                                                                       (2) 
saj je jakost električnega polja povezana z difuzijskim koeficientom difundirajočih 
delcev, hkrati pa je intenziteta sipane svetlobe sorazmerna z jakostjo električnega polja (I 
∝ |𝐸|2). 
Korelacijski funkciji g1(q,τ) in g2(q,τ) sta povezani s Siegertovo zvezo: 
𝑔2(𝑞, 𝜏) = 1 + 𝛽|𝑔1(𝑞, 𝜏)|
2,                                                                                                                        (3) 
kjer je β eksperimentalna konstanta, ki je odvisna od vzorca, geometrije žarka in 
optičnega sistema detektorja. Siegertova zveza ne velja, ko je število sipalnih delcev zelo 
majhno ali ko je njihovo gibanje omejeno, saj takrat gibanje ni naključno Brownovo. 
Dobljeno funkcijo g2(q,τ) pretvorimo v g1(q,τ), to pa prikažemo na logaritemski skali . 
Če imamo v suspenziji monodisperzne delce, torej delce z enakimi hidrodinamskimi 
radiji, je odvisnost lng1(q,τ) od τ linearna, korelacijsko funkcijo g1(q,τ) pa imenujemo 
monomodalna funkcija. 
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Fluktuacije v intenziteti sipanja so za večje delce precej počasnejše kot za manjše delce 
(sliki 9 in 10), zato funkcija g1(τ) za večje in počasnejše delce pada počasneje kot za 
manjše in hitrejše delce.  
 
V razredčenih disperzijah koloidnih delcev so razdalje med delci dovolj velike, da lahko 
interakcije med njimi zanemarimo. Z DLS zato izmerimo fluktuacije v intenziteti sipanja, 
ki so posledica Brownovega gibanja delcev in niso odvisne od interakcij med delci. V 
tem primeru funkcijo g1(q,τ) povežemo z difuzijskim koeficientom delca: 
𝑔1(𝑞, 𝜏) = 𝑒
−𝐷𝑞2𝜏 .               (4)                                                                                                                 
Z DLS-eksperimentom tako dobimo informacijo o difuzijskem koeficientu delca D in 
tudi o porazdelitvi difuzijskih koeficientov, če so v vzorcu prisotni delci različnih 
velikosti. Velikost delca, izraženo kot hidrodnamski radij Rh, nato izračunamo iz 
difuzijskega koeficienta z uporabo Stokes-Einsteinove enačbe: 
𝐷 =
𝑘B𝑇
6𝜋𝜇𝑅h
.                (5) 
 
Slika 9: Fluktuacije v intenziteti sipanja za večje in hkrati počasnejše delce. 
 
Slika 10 : Fluktuacije v intenziteti sipanja za manjše in hitrejše delce. 
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V enačbi 5 je D oznaka za translacijski 
difuzijski koeficient z enoto 
𝑚2
𝑠
, kB predstavlja 
Boltzmannovo konstanto (1,38× 1023
𝑘𝑔𝑚2
𝐾𝑠2
), T 
temperaturo [K], µ viskoznost medija [𝑃𝑎𝑠], Rh 
pa je oznaka za hidrodinamski radij delca [m]. 
Iz enačbe 5 je razvidno, da imajo večji delci 
manjši translacijski difuzijski koeficient, s tem 
pa tudi manjšo hitrost gibanja v raztopini. 
Monodisperzni vzorec vsebuje delce z enakimi hidrodinamskimi radiji,  medtem ko so v 
polidisperznem vzorcu prisotni delci, ki imajo več različnih Rh [22, 26].  
V vzorec usmerimo laserski žarek (slika 11). Inštrument 3D-DLS, ki smo ga uporabili v 
tem delu, uporablja 2 žarka, ki sta fokusirana v isto točko v vzorcu. V primeru, ko žarka 
trčita ob delec, se svetloba sipa v vse smeri. Metoda je zelo občutljiva, zato moramo biti 
pri pripravi vzorca še posebej previdni, da ne pride do kontaminacije s prašnimi delci. V 
primeru motnega vzorca ne vidimo izstopnega žarka, ker se vsa svetloba razprši na poti 
skozi vzorec [22, 26, 27]. Na sliki 12 je prikazana celotna aparatura 3D-DLS. 
Slika 12: Aparatura 3D-DLS. Na sredini se nahaja cev, ki je izvor laserskega žarka. 
Žarek s pomočjo zrcal najprej obrnemo za 90°, nato pa razcepimo na 2 žarka, ki 
potujeta skozi vzorec. Vzorec je vstavljen v dekalinovo kopel v obliki valja. Na 
skrajni desni strani je škatla z detektorjema za zasledovanje intenzitete sipane 
svetlobe. Detektorja lahko premikamo in tako spreminjamo kot detekcije. Naprava 
je povezana z računalniškim programom. 
Slika 11: Laserska žarka, ki potujeta 
skozi vzorec v napravi 3D-DLS. 
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Rezultati in razprava  
Prva ekstruzija 
Po prvem merjenju so bile velikosti radijev vseh veziklov v filtriranih vzorcih okoli 200 
nm. Ker smo uporabili membranske filtre s porami 50 nm, 100 nm in 200 nm, smo 
pričakovali radije velikosti okrog 25 nm, 50 nm ter 100 nm. Vse vzorce smo direktno 
pred meritvijo filtrirali še skozi filter z velikostjo por 450 nm, ki je dosti večja kot velikost 
por filtrov, ki smo jih uporabili za ekstruzijo. V primerih, ko vzorcev pred DLS meritvijo 
nismo filtrirali, izstopnega žarka ni bilo videti. Vsa svetloba se je razpršila v vzorcu. Vsi 
vzorci so bili že s prostim očesom močno motni. Izmerjeni radiji so bili zelo veliki. 
Poskusno smo vzorce tudi redčili, a smo dobili le še večji hidrodinamski radij.  
LIPID DOPE 
Oblika korelacijskih funkcij lipida DOPE, ki smo ga po ekstruziji skozi filtre velikosti 
por 50, 100 in 200 nm filtrirali še skozi filter z velikostjo por 450 nm, je bila ustrezna 
(slika 13). Izmerjene  velikosti delcev pa se kljub temu niso skladale s pričakovanimi. 
Hidrodinamski radij delcev je bil podobno velik ne glede na to, skozi kateri filter smo 
lipid ekstrudirali (tabela 2), hkrati pa velikost radija ni naraščala skladno z naraščanjem 
velikosti por filtra. To je pravzaorav razvidno že iz samih korelacijskih funkcij (slika 13), 
ki se skoraj enake. Na grafu porazdelitve (slika 14) sta prisotna 2 vrha, kar nam pove, da 
imamo polidisperzni vzorec. V njem sta 2 populaciji delcev, manjši (Rh pod 100 nm) in 
večji (Rh nekaj 100 nm). 
Slika 13: Korelacijske funkcije lipida DOPE, filtriranega skozi filter velikosti 450 
nm. Z rdečo je prikazana korelacijska funkcija lipida DOPE, ekstrudiranega skozi 
filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno ekstrudiranega skozi filter s porami z 
velikostjo 100 nm in z modro skozi filter s porami 200 nm. 
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Tabela 2: Povprečen hidrodinamski radij delcev v vzorcu lipida DOPE, jajčnega 
lipida in mešanice lipidov DOPE in DPPC. Oznaka miks je oznaka za mešanico 
lipida DOPE in lipida DPPC. 1. in 2. vrh se nanašata na lepo ločena maksimuma, ki 
ju opazimo na slikah porazdelitve velikosti delcev (slike 14, 16 in 18).  
VRH DOPE 
50 
[nm] 
DOPE 
100 
[nm] 
DOPE 
200 
[nm] 
Jajčni 
50 
[nm] 
Jajčni 
100 
[nm] 
Jajčni 
200 
[nm] 
Miks 
50 
[nm] 
Miks 
100 
[nm] 
Miks 
200 
[nm] 
1 90,1 66,1 82,1 89,4 49,2 69,7 55,1 41,3 81,1 
2 388 332 414 272 214 240 243 127 230 
 
  
Slika 14: Porazdelitve velikosti delcev v vzorcu lipida DOPE, filtriranega skozi filter 
velikosti 450 nm. Rdeča krivulja prikazuje porazdelitev lipida ekstrudiranega skozi 
skozi filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno ekstrudiranega skozi filter s porami z 
velikostjo 100 nm in z modro skozi pore velikosti 200 nm. 
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JAJČNI LIPID 
V primerjavi z lipidom DOPE imajo korelacijske funkcije jajčnega lipida na začetku 
merjenja manjša nihanja in se bolj približajo pričakovanim korelacijskim krivuljam (slika 
15). Kot je razvidno iz slike imamo ponovno opravka s polidisperznim vzorcem. Tudi tu 
se velikosti hidrodinamskega radija delcev ne skladajo z velikostjo por, skozi katere je bil 
lipid ekstrudiran, in ne naraščajo skladno z naraščanjem velikosti por (tabela 2). 
Slika 15: Korelacijske funkcije jajčnega lipida, filtriranega skozi filter z velikostjo 
por 450 nm. Z rdečo je prikazana korelacijska funkcija jajčnega lipida, 
ekstrudiranega skozi filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno ekstrudiranega skozi 
filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro skozi pore velikosti 200 nm. 
 
Slika 16: Porazdelitve velikosti delcev v vzorcu jajčnega lipida, filtriranega skozi 
filter z velikostjo por 450 nm. Rdeča krivulja prikazuje porazdelitev lipida 
ekstrudiranega skozi skozi filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno ekstrudiranega 
skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro skozi pore velikosti 200 nm. 
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Mešanica lipida DPPC in lipida DOPE 
Korelacijske funkcije mešanice lipidov DOPE in DPPC so ustrezne oblike (slika 17), tako 
kot v prejšnjih primerih pa imamo tudi tu opravka s polidisperznim vzorcem (slika 18). 
Velikosti hidrodinamskega radija delcev se ne skladajo z velikostjo por, skozi katere je 
bila mešanica ekstrudirana, in ne naraščajo skladno z naraščanjem velikosti por (tabela 
2). 
Slika 17: Korelacijske funkcije mešanice lipida DOPE in lipida DPPC, filtrirane 
skozi filter velikosti 450 nm. Z rdečo je prikazana korelacijska funkcija mešanice 
lipida DOPE in lipida DPPC, ekstrudirane skozi filter s porami velikosti 50 nm, z 
zeleno ekstrudirane skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro skozi filter 
s porami 200 nm. 
 
Slika 18: Porazdelitve velikosti delcev v vzorcu mešanice lipidov DOPE in DPPC, 
filtrirane skozi filter velikosti 450 nm. Rdeča krivulja prikazuje porazdelitev 
mešanice ekstrudirane skozi skozi filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno 
ekstrudirane skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro skozi pore velikosti 
200 nm. 
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Druga ekstruzija 
Z ostankom jajčnega lipida, ki je že bil ekstrudiran, smo ponovno naredili ekstruzijo, 
tokrat z drugim ekstrudorjem. Pojavil se je namreč sum, da prvi ekstrudor ni bil ustrezno 
očiščen. Za pripravo veziklov smo izbrali membranski filter z velikostjo por 100 nm. 
Tokrat vzorca nismo pustili na hladnem čez noč, temveč smo takoj nadaljevali z 
merjenjem velikosti z DLS. Vzorec je bil čist, zato filtriranje ni bilo potrebno. Ker pa je 
bilo vzorca premalo, smo ga morali razredčiti. V 0,3 mL vzorca smo dodali 0,2 mL 
prefiltriranega pufra. Rh je tokrat meril 50,3 nm (tabela 3). Ponovno je vzorec 
polidisperzen, kljub temu pa velikost hidrodinamskega radija ustreza velikosti pore filtra, 
skozi katerega smo lipid ekstrudirali (2Rh  100 nm). 
Slika 19: Porazdelitev velikosti delcev v vzorcu jajčnega lecitina, ekstrudiranega 
skozi filter z velikostjo por 100 nm. Vzorca nismo dodatno filtrirali. Opazimo dva 
vrhova. Rh1 = 50,3 nm (označen z oranžno), Rh2 = 269,6 nm. 
V tabeli 3 sta podana izmerjena difuzijska koeficienta (D), iz katerih smo s pomočjo 
enačbe izračunali hidrodinamski radij delcev. Na grafu velikosti hidrodinamskih radijev 
v odvisnosti od intenzitete (slika 12) opazimo 2 vrhova, kar pomeni, da imamo v vzorcu 
dve populaciji delcev, ki se med seboj dovolj razlikujejo po velikosti. Višji vrh, označen 
z oranžno, nam pove radij veziklov (Rh = 50,3 nm), manjši vrh pa je najverjetneje 
posledica agregatov. Hidrodinamski radij ustreza pričakovani velikosti veziklov. 
Glede na veliko boljše rezultate, ki smo jih dobili po pripravi veziklov z drugim 
ekstrudorjem, smo predvidevali, da so bile v prvi aparaturi nečistoče. Že na pogled je bil 
prvi ekstrudor ponekod rjavkast, kar smo očistili, kjer smo lahko, a očitno neuspešno. 
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Tabela 3: Izmerjena hidrodinamska radija (Rh) in translacijska difuzijska 
koeficienta (D) za jajčni lecitin, ekstrudiran skozi filter z velikostjo por 100 nm. 
Vrh D [cm2/s] Rh [nm] 
1    4,87× 10−8 50,3 
2                9,10 × 10−9                  270,6 
 
Ekstruzija DOPE 
Odločili smo se, da bomo ekstruzijo ponovili, pri čemer smo se osredotočili na lipid 
DOPE. Na novo smo pripravili PBS pufer in ponovili cel postopek priprave lipidnih 
filmov in hidracije s PBS pufrom. Tokrat smo uporabili isti ekstrudor kot pri drugi 
ekstruziji (poglavje 4.2). Meritve smo izvedli dvakrat – prvič isti dan takoj po ekstruziji, 
pri čemer vzorcev nismo filtrirali, in drugič s filtriranimi vzorci, dan po ekstruziji. Drugi 
dan smo že ekstrudirane vzorce ponovno ekstrudirali in izmerili velikost hidrodinamskih 
radijev. Pri prvi ekstruziji smo suh in čist ekstruzor omočili s PBS pufrom in med menjavo 
filtrov ekstrudorja nismo ponovno sprali. Pri drugi ekstruziji pa smo  med vsako menjavo 
filtrov ekstrudor sprali in osušili. Vse vzorce (po prvi in drugi ekstruziji) je bilo potrebno 
pred meritvijo filtrati skozi filter s porami 450 nm, saj v nasprotnem primeru korelacijske 
krivulje niso imele željene oblike (slika 20), hidrodinamski radij delcev pa je bil izredno 
Slika 20: Korelacijske funkcije lipida DOPE izmerjene prvi dan, takoj po prvi 
ekstruziji. Po ekstruziji lipida nismo filtrirali. Z rdečo je prikazana korelacijska 
funkcija lipida DOPE, ekstrudiranega skozi filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno 
ekstrudiranega skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro skozi filter s 
porami 200 nm. 
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velik (več kot 100000 nm (slika 21)). Vzorec je že na pogled vseboval zelo velik delce in 
je močno sipal svetlobo. 
 
Meritve DOPE lipida 2. dan, 1. ekstruzija 
Korelacijska krivulja je po filtriranju željene oblike (slika 23). Na sliki 22 opazimo, da je 
hidrodinamski radij delcev, ekstrudiranih skozi filter velikosti 100 nm, največji. 
Hidrodinamska radija delcev, ekstrudiranih skozi filter s porami velikosti 50 in 200 nm, 
Slika 21: Porazdelitve velikosti delcev v vzorcu lipida DOPE, merjenih isti dan, takoj 
po prvi ekstruziji. Po ekstruziji oziroma pred DLS meritvijo lipida nismo filtrirali. 
Krivulja prikazuje porazdelitev lipida ekstrudiranega skozi skozi filter s porami 
velikosti 50 nm, z zeleno ekstrudiranega skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in 
z modro skozi pore velikosti 200 nm.  
Slika 22: Porazdelitve velikosti delcev v vzorcu lipida DOPE, merjenih drugi dan po 
prvi ekstruziji. Lipid smo filtrirali skozi filter z velikostjo por 450 nm. Krivulja 
prikazuje porazdelitev lipida ekstrudiranega skozi skozi filter s porami velikosti 50 
nm, z zeleno ekstrudiranega skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro 
skozi pore velikosti 200 nm.  
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sta bila približno enako velika (tabela 4). Vzorec je ponovno polidisperzen, v vzorcu, ki 
je bil ekstrudiran skozi filter z velikostjo por 50 nm, pa so bili prisotni tudi delci s 
hidrodinamskim radijem večjim od 1000 nm. 
Tabela 4: Izmerjeni hidrodinamski radiji (Rh) lipida DOPE. Lipid DOPE smo 
ekstrudirali in merili brez dodatne filtracije isti dan (1. dan), filtrirali skozi filter s 
porami velikosti 450 nm (2. dan) ter ponovno ekstrudirali že ekstrudirane vzorce in 
filtrirali (2. dan – druga ekstruzija). Ekstrudirali smo skozi filtre s porami velikosti 
50 nm, 100 nm in 200 nm. Z rdečo so označeni hidrodinamski radiji delcev, ki 
presegajo 1000 nm. Z zeleno so označeni tisti, za katere predpostavljamo, da so 
ekstrudirani vezikli. 
  Območje Rh 1.dan – le 
ekstruzija  
Rh / nm 
2.dan – ekstruzija 
+ filtriranje 
Rh / nm 
2.dan – druga 
ekstruzija + 
filtriranje 
Rh / nm 
50 nm 
filter 
Do 1000 nm 655 164 140 
Nad 1000 nm 
 
1650 
 
300000 
  
100 
nm 
filter 
Do 100 nm 
 
22 24 
Do 1000 nm 244 382 143 
Nad 1000 nm 1400 
  
180000 
  
200 
nm 
filter 
Do 100 nm 68 
  
Do 1000 nm 870 214 134 
Nad 1000 nm 190000 
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Meritve DOPE lipida 2. dan, 2. ekstruzija 
Ker se velikosti hidrodinamskih radijev delcev po prvi ekstruziji kljub filtriranju skozi 
filter s porami velikosti 450 nm niso skladale z velikostmi por, skozi katere je bil lipid 
ekstrudiran, smo ponovno ekstrudirali že esktrudiran vzorec, pri čemer smo pred vsako 
menjavo filtra za ekstruzijo ekstrudor sprali in posušili. Kvaliteto korelacijskih funkcij 
smo s ponovno ekstruzijo izboljšali (slika 24), delci pa so ne glede na to, skozi kateri filter 
Slika 24: Korelacijske funkcije lipida DOPE, izmerjene drugi dan po ponovni 
ekstruziji, filtriranega skozi filter z velikostjo por 450 nm. Z rdečo je prikazana 
korelacijska funkcija lipida DOPE, ekstrudiranega skozi filter s porami velikosti 50 
nm, z zeleno ekstrudiranega skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro 
skozi filter s porami 200 nm. 
 
Slika 23: Korelacijske funkcije lipida DOPE izmerjene drugi dan po prvi ekstruziji, 
filtriranega skozi filter z velikostjo por 450 nm. Z rdečo je prikazana korelacijska 
funkcija lipida DOPE, ekstrudiranega skozi filter s porami velikosti 50 nm, z zeleno 
ekstrudiranega skozi filter s porami z velikostjo 100 nm in z modro skozi filter s 
porami 200 nm. 
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so bili ekstrudirani, privzeli podobno velikost (slika 25): Rh je v vseh treh primerih okrog 
140 nm. (tabela 4). 
 
Pri prvih ekstruzijah z različnimi lipidi je bil vzorec vedno močno polidisperzen, velikosti 
veziklov pa niso ustrezale velikostim por filtrov uporabljenih za ekstruzijo. Pri ponovni 
ekstruziji jajčnega lipida skozi filter s porami velikosti 100 nm smo dobili ustrezno veliko 
delce, vendar pri ponovni ekstruziji lipida DOPE rezultati kljub drugemu čistemu 
ekstrudorju ponovno odstopajo. S ponovno ekstruzijo že ekstrudiranih vzorcev smo v 
dveh od treh primerov dobili monodisperzne vzorce, vendar se je ne glede na velikost por 
filtra za ekstruzijo vzpostavila približno enaka velikost delcev.  
Razlog za občutno prevelike delce je lahko v strukturnih značilnostih posameznih lipidov. 
DOPE lipid ima ionsko glavo, ki tvori ionske interakcije ob kontaktu s fosfatnimi 
skupinami (slika 4). Ioni senčijo odbojne interakcije med enako nabitimi skupinami, 
zaradi česar se lahko poveča hidrodinamski radij delcev. S tem lahko pojasnimo občutno 
prevelike delce lipida DOPE ekstrudiranega skozi filter velikosti 50 nm in tudi to, da so 
vezikli ne glede na velikost por filtrov za ekstruzijo enako veliki. 
Zelo pomembna stopnja v pripravi vzorcev je hidracija, s čimer lipidni film 
homogeniziramo. Če v tem koraku ne hidriramo dobro, se delci ne razbijejo v celoti in 
kot rezultat dobimo polidisperzen vzorec. 
Slika 25: Porazdelitve velikosti delcev v vzorcu lipida DOPE, merjenih drugi dan po 
ponovni ekstruziji. Lipid smo filtrirali skozi filter z velikostjo por 450 nm. Krivulja 
prikazuje porazdelitev velikosti delcev vzorca ekstrudiranega skozi skozi filter s 
porami velikosti 50 nm, z zeleno ekstrudiranega skozi filter s porami z velikostjo 100 
nm in z modro skozi pore velikosti 200 nm.  
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Obstaja tudi možnost, da ionska moč pufra vpliva na senčenje odbojnih interakcij med 
nabiti glavami lipida. Če je ionska moč pufra premajhna, je večji odboj med nabitimi 
skupinami, kar posledično poveča hidrodinamski radij delcev. S spremembo ionske moči 
pufra bi tako morda lahko vplivali na končno velikost delcev. To bi pojasnilo, zakaj smo 
po ponovni ekstruziji že esktrudiranih delcev dobili približno enako velikost, ne glede na 
velikost por filtra za ekstruzijo. 
Obstaja tudi možnost,  da smo dobili veziklov – lahko se je vzpostavila ravna plast, ali pa 
da so vezikli še vedno multilamelarni, kar bi pojasnilo obstoj velikih delcev. 
Do napak je lahko prišlo pri tehtanju potrebnih količin za pripravo pufra in raztopin 
lipidov. Shranjevanje ekstrudiranih vzorcev čez noč naj ne bi vplivalo na velikost 
veziklov [29]. Prav tako se vzorce običajno shranjuje na hladnem (na 4 ºC) [30], tako da 
tudi to predvidoma ni razlog za veliko vrednost izmerjenega Rh. Da bi preprečili 
zamašitev por, bi lahko vsakih 5 ciklov zamenjali membranske filtre, s čimer bi dosegli 
kvalitetnejšo ekstruzijo. Pri ekstruziji je zelo pomembna temperatura, vendar je bila ta 
tekom dela ves čas konstantna, zato tudi to ni verjeten razlog za tako veliko odstopanje 
od pričakovanih rezultatov [19]. Film iz lipida DOPE se je tudi zelo počasi in težko 
hidriral. Mogoče je, da bi potreboval več časa (več kot 2 dni) za popolno hidracijo in 
uporabo kakšne dodatne tehnike za odlepljanje lipidnega filma s steklene površine bučke 
(na primer močen ultrazvok). 
Natančnejše rezultate bi lahko dobili tudi  z nadzorovanjem tlaka. Za ekstruzijo veziklov, 
ki so manjši od 100 nm, je v primerjavi z večjimi vezikli za nastanek enako velikih 
veziklov potreben višji tlak. Kljub temu razlika ni tako velika, da bi bil to glavni razlog 
za odstopanje [31]. Število ciklov ekstruzije je bilo optimalno. Da dosežemo željeno 
velikost, je minimalno število ciklov 7, iz česar izhaja splošno pravilo od 11 do 31. 19 
opravljenih ciklov je tako po našem mnenju optimalno, vendar bi jih lahko za natančnejše 
rezultate izvedli tudi več [32]. Lahko pa je razlog za večjo velikost veziklov od 
pričakovane tudi v samem sistemu (lipid, pufer, dodatno filtriranje neposredno pred 
meritvijo DLS, ki je bilo nujno potrebno za pridobivanje kvalitetnih rezultatov, …) in v 
že zgoraj omenjeni težki (mogoče nepopolni) hidraciji filma. 
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Sklepi 
Za pripravo umetnih veziklov ali liposomov uporabljamo surfaktante. Osnovna 
lastnost surfaktantoiv je zniževanje površinske napetosti in združevanje v urejene 
strukture, na primer v vezikle. Ena najbolj učinkovitih tehnik za pripravo veziklov 
zgrajenih iz enega lipidnega dvosloja je ekstruzija. Pred ekstruzijo je lipidne filme 
potrebno hidrirati, nato pa uporabiti tehniko zamrzovanja in odtajanja vzorcev, s 
katero zmanjšamo možnost pojava multilamelarnih veziklov. Pri pripravi liposomov 
moramo zelo paziti, da v vzorce ne zaidejo nezaželeni delci iz okolice (na primer 
prašni delci), saj ti motijo kasnejšo analizo veziklov.  
Na podlagi rezultatov meritev smo potrdili, da je DLS zelo občutljiva metoda za 
merjenje velikosti delcev. Z rezultati pa žal nismo uspeli preveriti hipoteze, da je 
velikost vezikla določena z velikostjo por uporabljenega filtra. Aparatura je namreč 
izmerila delce nečistoč v ekstrudorju, ki so veliko večji od pričakovanih liposomov. 
S čistejšim ekstrudorjem smo pri ponovni ekstruziji jajčnega lipida dobili delce 
pričakovane velikosti, kljub temu pa s ponovno ekstruzijo lipida DOPE in s 
filtriranjem vzorcev tik pred DLS meritvijo tega nismo potrdili. Pri delcih se je 
namreč vzpostavila približno enaka velikost, ne glede na velikost por filtra, 
uporabljenega za ekstruzijo. Da bi ovrgli oziroma potrdili hipotezi, bi morali 
uporabiti lipide z drugačnimi strukturnimi značilnosti. Delce iz jajčnega lipida smo 
sicer dobili v pričakovanih velikostih, vseeno pa smo ponovno ekstrudirali le en 
vzorec, kar je premalo, da bi lahko ovrgli oziroma potrdili hipotezo, da je velikost 
veziklov enaka velikosti por uporabljenega filtra za ekstruzijo. Bolj natančnemu 
rezultatu bi se lahko približali tudi z večkratno menjavo filtrov med ekstruzijo, 
povečali bi lahko število ciklov ekstruzije in se poskušali čim bolj izogniti merskim 
napakam. Ekstruzije bi lahko izvedli v drugih topilih, na primer v  pufrih z različnimi 
ionskimi močmi, v vodi brez dodanih ionov ali pa v raztopini kakšnega sladkorja (na 
primer glukoze ali saharoze) in spremljali spremembe velikosti delcev. 
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